
PIT ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 

* ^ A Bureau international 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN M ATI ERE DE BREVETS (PCD 



(51) Classification Internationale des brevets 5 
C07K 15/00 



Al 



(U)Numero de publication internationale: 
(43) Date de publication internationale: 



WO 92/13886 

20aout 1992(20.08.92) 



(21) Numero de la demande internationale : PCT/FR92/O0O75 

(22) Date de depot international: 28 janvier 1992 (28.01.92) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

91/01102 31 janvier 1991 (31.01.91) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes saufUS): INSTITUT 

NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RE- 
CHERCHE MEDICALE (INSERM) [FR/FRJ; 101, rue 
de Tolbiac, F-75654 Paris Cedex 13 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement) : JACQUES, Yannick 
[FR/FR]; 32 bis, rue Noire, F-44000 Nantes (FR). SOU- 
LILLOU, Jean-Paul [FR/FR]; 32 ter, rue de 1'Abbaye, F- 
44000 Nantes (FR). AUDRAIN, Marie [FR/FR]; 22, rue 
des Carmelites, F-44000 Nantes (FR). FRANQOIS- 
BENDAHOU, Christine [FR/FR]; I, rue Paul-Guil- 
baud, F-44800 S.-Herblain (FR). 



(74)Mandataires: BERNASCONI, Jean etc. ; Cabinet Le- 
moine et Bernasconi, 13, bd des Batignolles, F-75008 Pa- 
ris (FR). 



(81) Etats designes: AT (brevet europeen), AU, BE (brevet euro- 
peen), CA, CH (brevet europeen), DE (brevet europeen), 
DK (brevet europeen), ES (brevet europeen), FR (brevet 
europeen), GB (brevet europeen), GR (brevet europeen), 
IT (brevet europeen), JP, KR, LU (brevet europeen), MC 
(brevet europeen), NL (brevet europeen), SE (brevet 
europeen), US. 



Publiee 

Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Tide: COMPOSITION OF ANTIBODIES DIRECTED AGAINST THE HUMAIN OR ANIMAL INTERLEUKIN-2 
RECEIVER 

(54) litre: COMPOSITION D'ANTICORPS DIRIGES CONTRE LE RECEPTEUR DE L'INTERLEUKINE-2 HUMAINE 
OU ANIMALE 

(57) Abstract 

The composition, which is comprised of at least two antibodies, preferably monoclonal antibodies directed against the in- 
terieukin-2 receiver, includes an anri-p55 antibody and an anti-p75 antibody providing for the inhibition of the binding of interi- 
eukin-2 to its receiver. It concerns particularly the pairs 33B3.1/TU27, 33B3.1/Hc and 33B3.1/A41. The composition is useful as 
active agent against rejection of members and marrow grafting, against leucemia and positive CD25 lymphomas as well as 
against auto-immune pathologies such as type 1 diabetes, rheumatoid polyarthritis, ankylosing spondylarthritis, multiple sclerosis 
and myasthenia gravis. 

(57)Abrege 

La composition, qui comprend au moins deux anticorps, de preference monoclonaux, diriges centre le recepteur de l'inter- 
1eukine-2, comporte un anticorps anti-p55 et un anticorps anti-p75 assurant I'inhibition de la liaison de I'interIeukine-2 a son re- 
cepteur. II s'agit notamment des couples 33B3.1/TU27, 33B3.1/Tic et 33B3.1/A41. La composition est utilisable comme agent ac- 
tif contre les rejets d'organes et de greffes de moelle, contre les leucemies et lymphomes CD25-positifs ainsi que centre les 
pathologies auto-immunes telles que le diabete de type 1, la polyarthrite rhumatoide, la spondylarthrite ankylosante, la sclerose 
en plaques et la myasthenia gravis. 
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Composition d' ant i corps diriges contre le recepteur 
de 1 ' interleukine-2 humaine ou animale. 

La presente invention se rapporte a une composition 
5 comprenant au moins deux anticorps diriges contre le 
recepteur de 1 ' interleukine-2 humaine ou animale pour 
assurer 1' inhibition de la liaison de 1 • interleukine-2 
(IL-2) . 

L' interleukine-2 joue un role primordial dans la 
10 regulation du systeme immunitaire. On salt que deux 
glycoproteines membranaires sont impliquees dans la 
fixation de l'IL-2. II s'agit de la chaine p55 (chaine a de 
55 kDa ou antigene Tac) par laguelle l'IL-2 se lie a la 
cellule avec une faible af finite (K d = 10" 8 M) (reference 
15 bibliographique 1) et de la chaine p75 (chaine P de 75 ou 
70 kDa) qui presente une affinite intermediate pour l'IL-2 
(K d = 10" 9 M) (2 a 5). Les deux chaines se combinent pour 
former le recepteur de 1 ' inter leukine-2 (rIL-2) a haute 
affinite (K d = 10" 11 M) (2 a 6). L'ADNc codant pour chacune 
20 des deux chaines p55 et p75 a ete identifie (6 et 7). Au 
contraire des cellules n'exprimant que la chaine p55, les 
cellules ne presentant que la chaine p75 repondent a l'IL-2 
(8 a 10) et 1' internalisent (11). 
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On a deja realise un certain nombre d'anticorps 
monoclonaux diriges contre la chaine p55 chez l'homme et 
1 -animal. Certains de ces anticorps ont ete utilises dans 
le traitement de maladies associees a une activation 
lymphocytaire, telles que des maladies auto-immunes 
experimental (12, 13), la leucemie a cellules T (14) et, 
surtout, aux transplantations d'organes (15): L'eff icacite 
d'un anticorps monoclonal anti-p55, le 33B3.1, a ete 
demontree dans la prevention du rejet precoce d'allogref fes 
de reins chez l'homme (16 a 18). 

On. connait egalement un certain nombre d'anticorps 
monoclonaux ;anti- P 75, notamment TU27 (19), M1WI et MikP2 
(20), 2-RB (21), Tic-1 (Endogen, Boston, MA, USA) et A 41 
(Boehringer) . 

Outre 1 'utilisation de certains de ces anticorps 
monoclonaux pour inhiber la liaison de i'IL-2 a son 
recepteur, on a aussi decrit dans ce desseih l'emploi d'un 
melange de deux anticorps monoclonaux diriges tous deux 
contre la chaine p55 (demande de brevet europeen 

20 EP-AtO.241.811) - 

•En analysant l'effet d'anticorps monoclonaux 
anti-p75, en particulier 1 'anticorps TU27, sur la 
proliferation cellulaire d'un clone lymphocytaire T humain 
induite par l'IL-2, la deposante a trouve que 1 'anticorps 
5 n'affectait pas ' la proliferation des cellules lorsque la 
concentration en IL-2 couvrait le niveau de saturation des 
recepteurs de haute affinite, ce qui laisse presager un 
niveau d' inhibition faible ou nul in vivo en presence 
d'IL-2. En outre, la deposante a trouve que les anticorps 
anti-p55 tels que 33B3.1 n' induisaient une inhibition 
complete de la liaison de l'IL-2 qu-a forte concentration 
(> 100 nM) . 
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La presente invention a done pour object if de 
fournir une composition d' ant i corps, de preference 
monoclonaux , induisant a faible concentration une 
inhibition efficace de la liaison de l'IL-2 et de la 
5 proliferation induite par l'IL-2. 

La deposante a trouve, de fagon surprenante, que 
Tutilisation comb i nee de deux ant i corps monoclonaux 
respect ivement anti-p55 et anti-p75 presente un effet de 
synergie qui se traduit par une tres forte inhibition de la 

10 proliferation cellulaire a des concentrations en anticorps 
beaucoup plus faibles que ce qui etait utilise dans l'art 
anterieur pour des resultats moindres. Ainsi, l 1 effet 
inhibiteur de 33B3.1 sur la proliferation induite par 
l'IL-2 est fortement facilite en presence de Tic-1, de TU27 

15 ou de A41, 1' inhibition de 50 % de la proliferation §tant 
alors obtenue a des concentrations de 33B3.1 10 a 
25 000 fois inferieures. 

L f invention a done pour objet une composition 
comprenant au moins deux anticorps diriges contre le 

20 recepteur de l'IL-2, caracterisee en ce qu'elle comporte un 
anticorps anti-p55 et un anticorps anti-p75 assurant 
T inhibition de la liaison de l'IL-2 a son recepteur et de 
la proliferation cellulaire. 

Par anticorps dans le sens de 1' invention, on entend 

25 aussi bien les anticorps eux-memes que des fragments 
d'anticorps tels que Fab, F(ab') 2 et F v . Ces fragments 
peuvent etre notamment obtenus par voie chimique ou 
genet ique. 

L'anticorps anti-p55 et/ou I'anticorps anti-p75 sont 
30 de preference des anticorps monoclonaux. 

Par recepteur de l'IL-2 dans le sens de 1' invention, 
on entend aussi bien le recepteur a haute affinite 
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constitue par 1' ensemble des chaines p55 et p75 r que 
lesdites chaines seules, notamment la chaine p75" qui 
presente une af finite intermediate permettant la liaison 
de l'IL-2. 

5 Parmi les anticorps monoclonaux utilisables dans la 

combinaison selon 1' invention, on peut citer, pour les 
anticorps anti-p55, notamment 33B3.1, et, pour les 
anticorps anti-p75, notamment TU27, Tic-1 et A41. 

L' invention s' applique ega lenient aux combinaisons 

10 d'anticorps anti-p55 et anti-p75 qui ont ete modifies par 
voie chimique ou par recombinaison genetique, y compris les 
anticorps chimeriques "humanises" , par exemple par le 
procede deer it dans la demande de brevet FR-A-2 641 468, 
ainsi qu'aux anticorps bispecif iques que Ton peut deriver 

15 d'anticorps anti-p55 et anti-p75, par des procedes connus 
chimiques ou genet iques. 

Les proportions relatives d'anticorps anti-p55 et 
anti-p75 peuvent varier dans d'assez larges proportions. 
Dans la combinaison 33B3.1/TU27 le rapport peut aller de 

20 99/1 a 1/99, le rapport optimal etant estime a 63+20/37+20. 
Les proportions pour d'autres combinaisons peuvent etre 
determinees par des essais in vitro ou calculees a partir 
des rapports optimaux de la combinaison 33B3.1/TU27, en 
proportion des affinites respectives pour le recepteur de 

25 l'IL-2. Dans la combinaison 33B3 . 1/Tic-l, le rapport 
optimal est estime a 20 ± 10 / 80 ± 10 ; dans la 
combinaison 33B3.1 / A41, le rapport optimal est estime a 

80 ± 10 / 20 ± 10. 

La composition selon 1* invention est utilisable 
30 notamment comme agent actif contre les rejets d'organes et 
de greffes de moelle, contre les leucemies et lymphomes 
CD25-positifs ainsi que contre les pathologies auto-immunes 
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celles Que le diabete de type 1 , la polyarthr ; te 
rhumatoide, la spondy larthr i te ankylosante, la sclerose en 
plaques et la myasthenia gravis. 

L' invention a done egalement pour objet un procede 
5 de traitement de ces maladies dans lequel on administre par 
voie parenterale, notamment par voie intraveineuse , la 
composition objet de 1* invention, de preference entre 1 et 
50 mg par jour dans un vehicule isotonique contenant les 
excipients appropries. 

10 L' invention va etre maintenant decrite plus en 

detail dans la description detail lee suivante, se referant 
au dessin annexe dans leguel : 

" Les figures 1A, IB montrent I'effet de TU27 et 33B3.1 sur 
la liaison de haute affinite de l f IL-2 aux cellules 4AS. 

15 Les cellules 4AS ont ete incubees a 37°C pendant 30 mn avec 
des concentrations croissantes d'IL-2 marquee a l'iode 125, 
seule (■) ou en presence de TU27 (40 nM) (A), 33B3.1 (20 
nM) (A),' ou en presence de TU27 et 33B3.1 dans les memes 
concentrations (•) . La liaison non specifique a ete mesuree 

20 en presence d'un exeds (100 fois) d , IL-2 non marquee ( + ). 
Le graphique A represente les courbes de liaison. Le 
graphique B represente I'analyse Scatchard apres 
soustraction de la liaison non specifique. 

- La figure 2 montre 1* inhibit ion de la liaison de 

25 TU27 marque a l'iode 125 aux cellules 4 AS, par l'IL-2. Les 
cellules 4AS ont ete incubees a 37*C pendant 45 mn avec 2 
nM de TU27 marque et avec des concentrations croissantes 
d'IL-2, en 1* absence (A) et en presence (■) de 20 nM de 
33B3. 1. 

30 - La figure 3 montre l f effet de TU27 et 33B3. 1 sur 

la proliferation cellulaire IL-2-dependante. Les cellules 
4 AS ont ete reparties dans des plaques a 96 puits avec des 
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cellules DAB irradiees et des concentrations croissantes 
d'IL-2. en l'absence (A) ou en presence de 70 nM de TU27 
(A) ou de 660 nM de 33B3.1 (•)• 

- Les figures 4A, 4B montrent l'effet de synergie de TU27 et 

5 33B3.1 sur 1' inhibition de la proliferation cellulaire 
IL-2-dependante. Les cellules 4 AS ont ete reparties dans 
des plaques a 96 puits avec des cellules DAB irradiees, 250 
pM d'IL-2 et (graphique A) des concentrations croissantes 
de 33B3.1 en l'absence (A) ou en presence (A) de 70 nM de 
10 TU27 ou (graphique B) des concentrations croissantes de 
TU27 en l'absence (■) ou en presence (A" de 25 nM de 
33B3. 1. 

- Les figures 5A, 5B comparent les effets de synergie de 
33B3.1 et de differents anti-p75 sur la proliferation IL-2 

15 dependante des celluless 4AS. Les cellules ont ete 
reparties dans des plaques a 96 puits avec des cellules DAB 
irradiees, 250 pM d'IL2 et les quantites en anticorps 
suivantes : (graphique A) concentrations croissantes en 
33B3.1 en l'absence (•) ou en presence de 20 nM de 

20 Tic-1 (A), de 20 nM de TU27 (A) ou de 20 nM de A41 (o) ; 
(graphique B) 10 nM de 33B3.1 en presence de concentration 
croissantes de Tic-1 (•) , de TU27 (O) ou de A41 (A) ; 

- La figure 6 compare les effets synergiques de 
33B3.1 et A41 sur differents modeles cellulaires de 

25 proliferation lL-2-dependante. Les cellules 4 AS (n , ■) ou 
les PBL stimules par PHA (o , •) ou OKT3 (A , A > sont 
repartis dans des plaques 96 puits en presence de 250 pM 
d'IL2 et des quantites croissantes de 33B3.1 en 
l'absence (a , o , A) ou en presence (■ , • , A) de 20 nM 

30 de A41. 
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MATERIELS ET METHODES 

1 - Cellules 

Le clone 4AS, disponible chez les auteurs des 
articles references 22 et 23, est issu d ! une serie de 
5 clones produits par dilutions limites a partir d'une 
allogreffe de rein rejetee (22, 23). II a ete cultive en 
milieu RPMI 1640 (GIBCO, Glasgow, Ecosse) supplements avec 
10 % de sSrum humain (CTS, Nantes, France) et 1 nM de rIL-2 
(Roussel Uclaf) et a ete stimule pendant une semaine en 

10 presence de cellules B transformees par l'EBV et irradiees. 
Ces cellules B ont ete isolees a partir de splSnocytes du 
donneur de areffon renal et sont disponibles chez les memes 
auteurs. Cette lignee cellulaire (appelee lignee cellulaire 
DAB) a ete cultivee en milieu RPMI 1640 supplements avec 10 

15 % de serum de veau foetal ( SEBAK, Paris, France). 

Les lymphocytes du sang peripherique (PBL) ont ete 
purifies a partir de poches d' hemochromatoses sur coussin de 
Ficoll. lis sont stimules pendant 4 jours en presence soit 
de Phytohemaglutinine a 1 % (PHA, DIFCO, Detroit, MI, USA), 

20 soit d'anticorps antiCD3 (OKT3, Ortho, Raritan, NJ, USA) a 
1 ug/ml . 

2 - Anticorps et IL-2. 

L'anticorps monoclonal TU27 est une IgGl de sour is 
dirigee contre la chaine p75 du rIL-2 humain (19). II a ete 

25 purifie a partir de liquide d'ascite (fourni par 
K.Sugamura, Tohoku University, Japon) par chromatographie 
d'affinite sur une colonne de protSine A (Bio-Rad, 
Richmond, USA), dialysee contre du PBS, puis les 
echanti lions ont ete stockes a -20°C. L'anticorps TU27 a 

30 ete depose sous la reference FERM P 10509, FERM BP 2510 
aupres de la collection japonaise : Fermentation Research 
Institute { FRI ) , 1-3, Higashi 1-chome, Yatabe-machi , 
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Tsukuba-gun, Ibaraki-ken 305 Japon. 

L'anticorps monoclonal 33B3.1 est une IgG2a de rat 
dirigee contre la chaine p55 du rIL-2 humain (24, 25) et 
est commercialise par IMMUNOTECH (France) sous la 
5 denomination IOT 14a (Depot n° 1-1002 aupres de la CNCM) . 
L'anticorps Tic-1 est une IgG de souris dirigee contre la 
chaine p75 du rIL2 humain. II est vendu sous forme purifiee 
reference M-100A par les laboratoires Endogen (Boston, MA, 
USA) . 

10 L'anticorps A41 est une IgGl de souris dirigee 

contre la chaine p75 du rIL2 humain. II a ete fourni sous 
forme purifiee par 0. Weidle des laboratoires Boehringer 
(Penzberg, Allemagne). 

L'IL-2 utilisee est une molecule recombinante 

15 hautement purifiee produite dans Escherichia coli et a ete 
fournie par les Laboratoires Roussel Uclaf, Romainville, 
France . 

3 - Marguage radioactif de l'IL-2 et des anticorps 

monoclonaux. 

20 L'IL-2 couple a l'iode 125 provient de New England 

Nuclear (Boston, Massachusetts, USA). Sa radioactivi te 
specif igue est comprise entre 300 et 1000 cpm/fmol. Tic-1, 
TU27, A41 et 33B3.1 ont ete margues a l'iode 125 par la 
methode a l'iodogene (26). La radioactivi te specif igue se 

25 situait entre 1500 et 2500 cpm/fmol. 

4 - Essais de liaison. 

Les cellules 4AS sont soumises au prealable a un 
"lavage" de l'IL-2 par preincubation pendant deux heures a 
37'C dans un milieu exempt d'IL-2. Les cellules ont ete 
30 ensuite centrifugees, lavees trois fois et remises en 
suspension dans du PBS contenant 0,5 % de BSA. Des 
echanti lions de 25 Pi par puits de suspension cellulaire 
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(entre 0,5 et 2.10° cellules par puits selon le cas) ont 
ete repartis sur des plaques a 96 puits (NUNC, Roskilde, 
Danemark), avec des concentrations croissantes de ligand 
marque dans un volume final de 50 Ml par puits- Apres une 
5 incubation de 45 mn (ligand = anticorps) ou de 30 mn 
(ligand = IL-2) a 37°C sous agitation, des cellules de 
chaque puits ont ete deposees sur une couche d'huile de 
paraffine au dibutylphtalate , centrifugees et les fractions 
radioactives liees ou non liees aux cellules ont et§ 
10 separees et comptees conune cela est decrit dans la 
reference 27. Les capacites de liaison maximales (Bmax) des 
ligands et leurs constantes de dissociation respectives 
(K d ) ont ete d§terminees par analyse Scatchard. 

5 - Competition. 

15 Les cellules ont ete pr6parees et reparties comme 

ci-dessus. Le ligand marque a §te ajoute a concentration 
fixe a des concentrations croissantes de competiteurs non 
marques. Apres incubation a 37°C pendant 30 mn (IL-2) ou 45 
mn (anticorps), les fractions li6es et non li6es aux 

20 cellules ont ete determlnees comme cela a §te decrit 
ci-dessus. 

6 - Essai de proliferation. 

Les cellules 4 AS ont ete reparties dans des plaques 
a 96 puits a raison d*une quantite de 10 000 cellules par 

25 puits dans 200 Ml de milieu RPMI 1640 + 10 % de serum 
humain. On a ajoute ensuite des cellules stimulantes (20 
000 cellules DAB irradiees par puits) et diverses 
concentrations d*IL-2. Apres 72 h -d f incubation a 37°C en 
incubateur, les cellules ont ete incubees pendant 16 h en 

30 presence de thymidine tritiee (0,25 pCi par puits) 
(Amersham, Les Ulis, France), recoltees (appareil de 
recolte PHD, Watertown, Massachusetts, USA) et 
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1' incorporation de thymidine a ensuite ete determinee. 

Les PBL stimules en PHA ou 0KT3 ont ete repartis 
dans des plaques a 96 puits dans les memes conditions que 
ies 4AS. On a ajoute de l'IL2 a 250 pM et eventuel lement 
5 ies anticorps anti-rIL2 a differentes concentration. 
L' incorporation de thymidine est effectuee comme pour les 

cellules 4AS. 

INTERACTION DE TU27 ET DE 33B3.1 AVEC LA LIAISON 
A HAUTE AFFINITE DE L'IL-2. 

10 L* influence de TU27 et de 33B3.1 sur la liaison de 

l'IL-2 avec les cellules 4 AS a ete d'abord analysee a 37'C 
par addition des competi teurs en meme temps que l'IL-2 
marquee (figures 1A. IB). Dans le domaine des concentrations 
etudiees (jusqu'a 2 nM) , la liaison de l'IL-2 est 

15 caracterisee par une predominance de la composante a haute 
affinite (K d = 60 pM, 2600 sites/cellule) et 1 'apparition 
d'une composante a faible affinite. A une concentration (26 
nM) induisant une inhibition complete de la liaison de 
l'IL-2 sur des cellules YT.2C2 (clone derive d'une lignee 

20 cellulaire du type NK humain ; reference bibl iographique 4) 
qui n'expriment que la chaine p75, 1 'anticorps TU27 n'a que 
faiblement inhibe la liaison de l'IL-2 aux cellules 4 AS et 
le K d de la liaison a l'IL-2 n'a ete que legerement affecte 
(K d = 75 pM) (figure IB). 

25 L'anticorps 33B3.1, qui est inactif vis-a-vis des 

cellules YT.2C2 du fait de 1' absence de la chaine p55, a 
presente un effet inhibiteur bien superieur a TU27 sur la 
liaison de l'IL-2 aux cellules 4AS . Comme cela ressort des 
analyses Scatchard (figure IB), l'anticorps 33B3.1 induit 

30 ia disparition complete de la composante a haute affinite. 
La liaison de l'IL-2 en presence de 33B3.1 s'est 
caracterisee par une affinite intermediaire (K d = 1,36 nM) . 
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Le nombre de sites de liaison a affinite intermediaire 
'2500 sites/cellule) etait analogue au nombre de sites de 
liaison a haute affinite mesure en -'absence de 33B3.1, 
suggerant que 33B3.1, en se fixant sur p55, a pour effet de 
5 transformer les structures a haute affinite par liberation 
de la composante a affinite intermediaire. En outre, les 
composantes a affinite intermediaire observees en presence 
de 33B3.1 etaient completement inhitees par TU27 (figures 1A, IB) 
avec un effet demi -maximal observe au voisinage de 1 nM, 

10 montrant que cette composante correspondai t bien a des 
chaines p75 isolees. 

On considere maintenant l'effet de l'IL-2 sur la 
liaison de TU27 (figure 2). L'IL-2 inhibe completement la 
liaison de TU27 sur les cellules 4AS et cet effet a ete 

15 observe a des concentrations faibles d'IL-2 (constante 
d' inhibition Kj * 20 pM) correspondant a sa liaison a haute 
affinite. Par lui-meme, 33B3.1 n'a pas d'effet sur la 
liaison de TU27 et inversement. Par contre, en presence de 
33B3.1, l'IL-2 n' inhibe la liaison de TU27 qu'a des 

20 concentrations environ 50 fois superieures. Dans ce cas, la 
constante d' inhibition etait de Kj = 890 pM. 

Ces resultats confortent le schema selon lequel 
Panticorps 33B3.1, en se fixant aux chaines p55, libere la 
composante a affinite intermediaire pour l'IL-2 (p75). 

25 

EFFET DE TU27 ET DE 33B3.1.SUR LA PROLIFERATION 
IL-2 -DEPEND ANTE DES CELLULES 4 AS 

Stimulees par un al lo-ant igene (lignee cellulaire 
DAB), les cellules 4 AS ont prolifere proport ionnel lement a 
30 la quantite d'IL-2 (figure 3). La proliferation 
demi -maximal e a ete observee pour 200 pM d'IL-2 f une valeur 
correspondant a la liaison d'IL-2 au recepteur a haute 
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affinite. 

L'ajout en exces de 33B3.1 (660 nM) dans le milieu 
de culture s'est traduit par une inhibition complete de la 
proliferation. En revanche, TU27 n'a pas eu d'effet 
5 significatif sur la proliferation IL-2-dependante des 
cellules 4AS , meme pour de faibles concentrations, 
sub-optimales, d'IL-2, que l'anticorps ait ete ajoute en 
meme temps que l'IL-2 ou qu'il ait ete preincube pendant 
1 h avec les cellules, avant 1' addition d'IL-2. Des 

10 experiences realisees sur d'autres clones de cellules T ont 
donne des resultats similaires. 

Les courbes de reponse en fonction des doses 
d'anticorps ont montre que 33B3.1 inhibait la proliferation 
induite par IL-2 des cellules 4 AS (figure 4A) avec un effet 

15 demi-maximal observe a 7,5 nM. One inhibition complete de 
la proliferation par 33B3.1 n'etait observee qu'a 
concentration elevee (> 100 nM) . Cependant, lorsque TU27 
etait present a une concentration de 70 nM, la courbe de 
reponse en fonction de la dose de 33B3.1 etait largement 

20 decalee vers les faibles concentrations. Dans ce cas. 
1' inhibition demi-maxiroale de la proliferation etait 
obtenue avec seulement 0,2 nM de 33B3.1, c'est-a-dire 
environ 40 fois moins d'anticorps. 

D'autres experiences (figure 4B) ont montre que, 

25 alors que TU27 seul a des concentrations importantes de 
50 pM a 320 nM, avec ou sans preincubation, n'avait pas 
d'effet sur la proliferation induite par IL-2, cet 
anticorps montrait un effet inhibiteur en presence de 
33B3.1. L'anticorps 33B3.1 a 25 nM induit une inhibition de 

30 70 % environ de la proliferation et les 30 % restants sont 
completement inhibes par TU27 (effet demi-maximum observe a 
1 nM) . 
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Des experiences de liaison real i sees sur une lignee 
cellulaire n'exprimant que la chaine p75 humaine (lignee YT 
clone 2C2) (reference 4) ont montre que les anticorps 
Tic-1, TU27 et A41 reconnai ssent une epitope commun sur la 
5 chaine p75 avec des affinites respectives de l'ordre de 10 
nM, 1 nM et 0-1 nM. 

La figure 5A montre que l'effet inhibiteur du 33B3.1 
sur la proliferation des cellules 4 AS est d'autant plus 
efficace que lui est associ§ un anti-p75 de forte affinite. 

10 Dans cette experience, le 33B3.1 utilise seul bloque 
parti el leinent (30 %) la proliferation a la plus forte 
concentration (167 nM) , avec un IC50 estime a 1430 nM. En 
presence de 20 nM Tic-1, de 20 nM TU27 ou de 20 nM A41, 
l'ICSO du 33B3.1 chute respect ivement a 102 nM, 2,3 nM ou 

15 0,056 nM, c^est-S-dire a des concentrations respect ivement 
14 fois, 620 fois ou 25500 fois moins importantes qu'en 
1' absence de l'anti-p57 correspondant . 

Inversement (Figure 5B), les anticorps anti-p75 
n'entrainent que tres peu d 1 inhibition de la proliferation 

20 des cellules 4 AS en 1' absence de 33B3.1. En presence de 10 
nM de 33B3.1, dose a laquelle on n' observe aucune 
inhibition de la proliferation cellulaire, les anticorps 
anti-p75 inhibent completement cette proliferation et les 
IC50 sont correles avec les affinites respectives des 

25 anti-p75 : IC50 de Tic-1 = 58 nM ; IC50 de TU27 = 4 , 5 nM ; 
IC59 de A41 = 0,85 nM. 

Sur la figure 6 sont montres les effets de synergie 
entre 33B3.1 et A41 dans differents modeles d 1 inhibition de 
la proliferation cellulaire IL2-dependante. Sont compares 

30 sur cette figure les cellules 4AS stimulees par les 
cellules DAB (systeme de stimulation secondaire allogenique 
d'un clone cellulaire T), des PBL stimules par OKT3 
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(stimulation primaire via le complexe TCR/CD3 d'une 
population polyclonal) et des PBL stimules par PHA 
(stimulation primaire par un mitogene d'une population 
polyclonale) . Dans tous les cas, on observe que la 
5 dose-reponse d' inhibition par le 33B3.1 est deplacee vers 
des concentrations beaucoup plus faibles lorsqu'est rajoute 
l'anticorps A41 (20 nM) qui tout seul n'a que tres peu 
d'effet quel que soit le systeme cellulaire etudie. 

Les resultats presentes dans les figures 5 et 6 

10 suggerent que la propriete de synergie entre anti-p55 et 
anti-p75 est general i sable au moins a tout couple 
d'anticorps interagissant avec les epitopes definis 
respect ivement sur les chaines p55 et p75 par les anticorps 
33B3.1 et Tic-l/TU27/A41. lis montrent egalement que cette 

15 synergie est general i sable a tout systeme de proliferation 
passant par le systeme IL2/rIL2 de haute affinity 
(association p55 et p75). 
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REVENDICATIONS . 

1. Composition comprenant au moins deux ant i corps 
diriges contre le recepteur de 1 ' inter leukine-2 , 
caracterisee en ce qu'elle comporte un anticorps anti-p55 

5 et un anticorps anti-p75 assurant 1' inhibition de la 
liaison de 1' interleukine-2 a son recepteur. 

2. Composition selon la revendicat ion 1, 
caracterisee en ce que l'anticorps anti-p55 et/ou 
l'anticorps anti-p75 sont des anticorps monoclonaux. 

10 3. Composition selon la revendicat ion 2, 

caracterisee en ce qu'elle comporte 1' anticorps 33B3.1 
dirige contre la chaine p55 et l'anticorps TU27 ou 
l'anticorps Tic-1 ou 1'anticorps A41 diriges contre la 
chaine p75. 

15 4. Composition selon Tune quelconque des 

revendicat ions 1 a 3, caracterisee en ce que Tun au moins 
des anticorps est un anticorps chimerique. 

5. Composition selon I'une quelconque des 
revendicat ions 1 a 3, caracterisee en ce que les deux 

20 anticorps sont lies sous forme d' anticorps bi specif ique. 

6. Composition selon la revendicat ion 3, 
caracterisee en ce que le rapport de 33B3.1/TU27, le 
rapport de 33B3*1/Tic-1 ou le rapport de 33B3.1/A41 est 
compris entre 99/1 et 1/99. 

25 7. Composition selon la revendicat ion 3, 

caracterisee en ce que le rapport de 33B3.1 / TU27 est de 
63 ± 20 / 37 ± 20, le rapport 33B3.1/Tic est de 20 ± 10/80 
i 10, le rapport 33B3.1/A41 est de 80 ± 10/20 ± 10, 

8. Composition selon I'une quelconque des 

30 revendicat ions 1 a 7, contme agent act if contre les re jets 
d'organes et de greffes de moelle, contre les leucemies et 
lymphomes CD25-posi t if s ainsi que contre les pathologies 
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auto-immunes telles que le diabete de type 1, la 
polyarthrite rhumatoi'de, la spondylarthri te ankylosante, la 
sclerose en plaques et la myasthenia gravis. 
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FIG. 5A 
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